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Methodes et compositions pour le traitement 
de pathologies deqeneratives oculaires 



La presente invention concerne le domaine de la biologie, de la genetique et de 
5 la medecine. Elle concerne notamment de nouvelles methodes pour la 
detection, la caracterisation et/ou le traitement (ou la prise en charge) de 
pathologies neurodegeneratives. L'invention concerne egalement des methodes 
pour ('identification ou le criblage de composes actifs dans ces pathologies. 
L'invention concerne egalement les composes, genes, cellules, plasmides ou 
10 compositions utiles pour la mise en oeuvre des methodes ci-dessus. L'invention 
decoule notamment de I'identification du role de la phosphodiesterase 4B et du 
recepteur peripherique aux benzodiazepines dans les pathologies 
neurodegeneratives oculaires et decrit leur utilisation comme cible ou marqueur 
therapeutique, diagnostique ou experimental de ces desordres. 

15 

De nombreuses pathologies neurodegeneratives ont ete decrites comme ayant 
une composante ou un stade lie au phenomene d'apoptose ou mort cellulaire 
programmee. On peut citer aussi bien les pathologies neurodegeneratives du 
systeme nerveux central (par example la Sclerose Lateral© Amyotrophique - 

20 SLA-, la maladie de Parkinson ou la maladie d'Alzheimer), que les maladies 
degeneratives peripheriques, notamment oculaires. Ces pathologies disposent 
actuellement de traitements symptomatiques, notamment de traitement des 
phenomenes inflammatoires associes, mais pas de traitement des causes 
reelles de ces desordres, en raison notamment de la complexity des 

25 mecanismes et voies metaboliques impliques, et de la diversite des facteurs 
causatifs. 

La demande WO03/045949 decrit des inhibiteurs de GSK3 utilisables dans les 
maladies neurodegeneratives. Les. demandes WO01/49321 et WO01/58469 
30 proposent Tutilisation de composes inhibiteurs du TNF pour traiter des 
pathologies neurologiques. La demande WO00/15222 propose d'utiliser des 
composes inhibiteurs de PDE5 dans le traitement des troubles de Perection. La 
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demande EP583821 propose des approches therapeutiques pour le traitement 
de dereglements du volume de fluides craniens. 

La demande internationale de brevet n° PCT/FR02/02861 deposee par la 
5 demanderesse decrit de nouvelles cibles moleculaires de la neurotoxicity, ainsl 
que de nouvelles approches therapeutiques pour le traitement des pathologies 
neurodegeneratives. Ces approches sont basees sur une modulation de 
I'activite ou de I'expression d'une phosphodiesterase de type 4, ainsi que sur 
des modifications de la regulation du recepteur peripherique aux 
10 benzodiazepines et du recepteur GABA(A). 

La presente demande concerne maintenant de nouvelles strategies 
therapeutiques des maladies neurodegeneratives oculaires. Ces strategies sont 
basees sur une modulation d'une ou plusieurs voies metaboliques identifies 
15 par les inventeurs, qui sont correlees a l'apparition, au developpement et a la 
progression de I'excitotoxicite et de I'apoptose dans les cellules nerveuses, et 
sont particulierement pertinentes dans les maladies neurodegeneratives 
oculaires. 

20 Plus particulierement, un repertoire des alterations de I'epissage de TARN dans 
le cerveau et la moelle epiniere d'animaux modeles de I'SLA, ages de 60 jours, 
a ete identifie par criblage differentiel qualitatif selon la technique DATAS 
(decrite dans la demande n° WO99/46403). Ce repertoire a ete construct a partir 
d'ARN extraits d'echantillons de cerveau et de moelle epiniere, sans isolement 

25 prealable des neurones, afin de prendre en compte un maximum d'evenements 
d'epissages alternatifs lies au developpement de la pathologie. Le repertoire 
ainsi produit contient plus de 200 sequences distinctes, impliquant des acteurs 
clefs du phenomene d'excitotoxicite, tels que les canaux potassiques et 
calcique. La specificite des sequences qui constituent ce repertoire est attestee 

30 par le fait que la meme analyse differentielle qualitative de Texpression 
genetique realisee sur des animaux ages de 90 jours aboutit a un repertoire 
different, dont sont absents notamment les differents marqueurs de 
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I'excitotoxicite. L'analyse des modifications d'epissage confirme que les 
evenements moleculaires sont differents selon le stade de la pathologie. 

De maniere particulierement interessante et inattendue, la realisation de DATAS 
5 sur des ARN d'animaux controles et transgeniques ages de 60 jours a permis 
d'isoler des fragments d'ADNc derives de TARNm de la phosphodiesterase 4B, 
de la proteine AKAP1 (A Kinase Anchoring Protein) et de la proteine 
GABA(A)RAPL1 (GABA(A) Receptor Associated Protein Like 1). La proteine 
PDE4B, capable d'hydrolyser I'AMPc, est impliquee dans la regulation de la 
10 concentration intracellular d'AMPc. La proteine AKAP1 ancre la sous-unite 
regulatrice de la proteine kinase A (activee par I'AMPc) a la membrane 
mitochondriale et regule Tactivite du pore de transition mitochondrial en raison 
de son interaction avec le recepteur peripherique aux benzodiazepines (PBR). 

15 La presente demande demontre ainsi ('implication des cascades de signalisation 
dependantes de TAMPc, de la regulation du PBR et de la signalisation 
dependante du recepteur GABA(A) dans le developpement des processus 
d'excitotoxicite et de mort neuronale. 

20 Les resultats obtenus montrent plus precisement una expression plus 
prononcee de PDE4B dans les tissus nerveux pathologiques, liee a une 
modification structurale de TARN correspondant, notamment a la deletion d'une 
region dans la partie 3' non-codante. Ce resultat est tout a fait compatible avec 
la presence de sequences de destabilisation des ARNm dans la sequence 

25 identifiee par DATAS. La deletion de ces sequences de destabilisation de 
TARNm de la PDE4B, par epissage ou par utilisation de sequences de 
polyadenylation alternatives, peut aboutir a une stabilisation, done a une 
augmentation de Texpression, de la partie codante de cet ARN. Cet evenement 
se produit specifiquement dans le cerveau des sujets pathologiques et non dans 

30 les sujets controles. 
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L'identification d'un fragment derive de AKAP1 demontre par ailleurs 
implication de cette proteine dans le developpement des processus 
d'excitotoxicite et de mort neuronale. AKAP1 interagit avec la sous-unite 
regulatrice de la proteine kinase A et avec le recepteur peripherique aux 
5 benzodiazepines (PBR), qui participe a la regulation de I'ouverture du pore 
mitochondrial de transition, ouverture qui caracterise I'execution de I'apoptose. 
Par consequent Tinvention suggere que AKAP1 regule Tintervention du PBR 
dans les phenomenes de morts cellulaires tels la mort neuronale. 

10 L'identification d'un fragment derive de GABA(A)RAPL1 souligne une 
deregulation de la signalisation dependante du recepteur GABA(A). Cette 
observation est tout a fait compatible avec I'importance du neurotransmetteur 
comme inhibiteur de transmission synaptique, notamment par son interaction 
avec le recepteur GABA(A). Cette inhibition permet de proteger les neurones 

is contre une excitation soutenue qui pourrait conduire a la mort neuronale par 
excitotoxicite. Nos travaux indiquent done une alteration de ce niveau de 
regulation. 

La presents invention decrit done trois evenements moleculaires originaux 
20 caracterises par une alteration de I'expression de PARNm de la PDE4, de 
AKAP1 et de GABA(A)RAPL1 dans le cerveau de sujets pathologiques, et qui 
sont correles dans le temps avec le phenomene d'excitotoxicite et/ou de mort 
neuronale. Ces voies de signalisation, mediees par I'AMPc , regulant le PBR, et 
relayant les signaux dependant du GABA, definissent de nouvelles strategies 
25 pour le developpement de therapeutiques des maladies neurodegeneratives, 
utilisables notamment a des phases precoces de leur evolution, et s'adressant 
aux veritables bases moleculaires de la pathologie et non aux symptomes ou 
composantes inflammatoires associees. 

30 La possibilite d'agir sur Tune ou, de preference, simultanement sur ces trois 
voies metaboliques conduirait ainsi a des traitements particulierement efficaces 
des maladies neurodegeneratives, notamment oculaires. En effet, il est connu 
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que les neurodegenerences de la retine (et notamment la perte des 
photorecepteurs) sont associees a des variations des taux retinien de 
nucleotides cycliques (GMPc, AMPc). La modulation de ces taux pourrait done 
etre benefique dans le traitement de maladies neurodegeneratives oculaires, 
5 notamment par le controle de Texcitoxicite. 

Un premier aspect de Tinvention concerne done Tutilisation d'un ligand du PBR 
pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee au traitement 
des pathologies neurodegeneratives, notamment des pathologies 
10 neurodegeneratives oculaires. 

Un autre aspect de Tinvention reside dans Tutilisation d'un compose inhibiteur 
de la PDE4 pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee au 
traitement des maladies neurodegeneratives oculaires. 

Un troisieme aspect de Tinvention reside dans Tutilisation d'un compose 
regulateur de Tactivite des recepteurs GABA(A) pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique destinee au traitement des maladies 

neurodegeneratives oculaires. 

20 

Un objet plus particulier de Tinvention concerne Putilisation d'un compose 
inhibiteur de la PDE4 appartenant a la famille des pyrazolopyridines pour la 
preparation d'une composition pharmaceutique destinee a augmenter la survie 
neuronale chez les patients atteints de maladies neurodegeneratives oculaires. 

25 

Un autre objet de Tinvention concerne Tutilisation d'un compose inhibiteur de la 
PDE4 appartenant a la famille des pyrazolopyridines, pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique destinee a inhiber ou reduire la mort neuronale par 
excitotoxicite lors des maladies neurodegeneratives oculaires. 

30 

De maniere preferee, le compose inhibiteur de la PDE4 est egalement un ligand 
du recepteur peripherique aux benzodiazepines (PBR) et/ou un ligand des sous- 
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unites beta des recepteurs GABA(A). De tels composes permettent en effet 
d'agir avantageusement sur trois voies metaboliques impliquees dans les 
maladies neurodegeneratives. Un compose particulierement prefere est 
Tetazolate. 

5 

Dans un autre mode de mise en oeuvre, on utilise, en combjnaison, trois 
composes, Tun etant un inhibiteur de la PDE4, un second etant un ligand des 
recepteurs GABA(A), I'autre un ligand du recepteur peripherique aux 
benzodiazepines (PBR). Utilisation combinee peut etre simultanee, separee ou 
10 espacee dans le temps. 

Dans un autre mode de realisation, le compose est un acide nucleique anti-sens 
capable d'inhiber la transcription du gene de la PDE4B, de AKAP1 ou de 
GABA(A)RAPL1 , ou la traduction de TARN messager correspondent. 

Uinvention est particulierement adaptee au traitement des atteintes 
degeneratives de la retine et notamment au traitement de la retinite 
pigmentaire, de la degenerescence maculaire, des consequences retiniennes 

du glaucoma ou des retinopathies diabetiques. 

20 

Uinvention permet egalement le developpement de tests, kits ou precedes de 
detection, depistage ou diagnostic in vitro de ces pathologies, bases sur une 
determination de la presence d'une deregulation ou d'une alteration dans un 
gene, un messager ou une proteine PDE4 ou, AKAP1 ou encore 
25 GABA(A)RAPL1 chez un sujet. Uinvention fournit egalement des outils pour la 
mise en oeuvre de tels tests, notamment des sondes, amorces, cellules, reactifs, 
etc. 

Uinvention fournit egalement des tests ou procedes pour cribler des molecules 
30 candidates pour le traitement des maladies neurodegeneratives, comprenant la 
determination de la capacite des molecules a Her le recepteur PBR, AKAP1, 
GABA(A)RAPL1 , le recepteur GAB(A) et/ou la PDE4. 
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Un autre objet de I'invention concerne une composition pharmaceutique 
comprenant un compose de la famille des pyrazolopyridines et un excipient 
acceptable sur le plan pharmaceutique et adapte a une administration extra- ou 
5 intra-oculaire. De preference, |e compose est tel que defini ci-apres, notamment 
I'etazolate. La composition est typiquement sous forme de solution injectable, 
d'un collyre, gel, gouttes, etc... 

Therapie 

10 

La presente invention concerne done, de maniere generate, I'utilisation 
d'inhibiteurs de PDE4 et/ou de ligands de PBR et de GABA(A) pour le traitement 
de maladies neurodegeneratives oculaires. 

is L'utilisation d'inhibiteurs de PDE4 n'a jamais ete envisages pour ameliorer la 
viabilite neuronale et plus particulierement leur protection contre I'excitotoxicite. 
Les inhibiteurs de PDE4, developpes pour inhiber les phenomenes 
inflammatoires, ont ete suggeres comme potentiellement utiles dans des 
pathologies neurodegeneratives centrales comma la maladie d'AIzheimer. Cette 

20 suggestion s'appuie sur la volonte de reduire r inflammation observes dans le 
cerveau au cours des processus neurodegeneratifs et nullement sur un rationnel 
visant a inhiber directement la mort neuronale. En outre, cette suggestion ne 
concerne nullement les maladies peripheriques, notamment oculaires. 

25 La presente invention montre I'existence d'evenements d'epissage ou de sites 
de polyadenylation alternatifs affectant les genes de la PDE4 et de AKAP1 et de 
GABA(A)RAPL1 , associes au developpement de Texcitotoxicite neuronale, et 
fournit la base moleculaire qui justifie Tutilisation d'inhibiteurs de PDE4 et/ou de 
ligands du PBR et de recepteur GABA(A) pour le traitement des maladies 

30 neurodegeneratives oculaires et plus generalement pour ameliorer la viabilite 
neuronale lors des phenomenes d'excitotoxicite, en particulier des les phases 
precoces de ces pathologies. 
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Un objet de 1'invention reside done dans I'utilisation d'un compose inhibiteur de 
la PDE4 et/ou d'un ligand de PBR et de recepteur GABA(A) pour la preparation 
d'une composition pharmaceutique destinee au traitement des maladies 
5 neurodegeneratives oculaires, notamment a promouvoir ou favoriser la survie 
neuronale chez des patients atteints. 

De maniere preferee, le compose inhibiteur de la PDE4 est en outre un ligand 
du recepteur peripherique aux benzodiazepines (PBR) et de recepteur 
10 GABA(A). De tels composes permettent en effet d'agir avantageusement sur 
trois voies metaboliques impliquees dans les maladies neurodegeneratives. 

Dans un autre mode de mise en ceuvre, on utilise, en combinaison, trois 
composes, Tun etant un inhibiteur de la PDE4, un second un ligand du recepteur 
15 peripherique aux benzodiazepines (PBR) et le troisieme un ligand du recepteur 
GABA(A). Utilisation combinee peut etre simultanee, separee ou espacee dans 
le temps. 

Un autre objet de ['invention reside dans une methode de traitement d'une 
20 pathologie neurodegenerative oculaire, comprenant Tadministration a un sujet 
d'un compose inhibiteur de PDE4 et/ou ligand du PBR et de recepteur 
GABA(A), de preference un compose inhibiteur de PDE4 et ligand du PBR et de 
recepteur GABA(A). 

25 Un autre objet de I'invention reside dans une methode pour augmenter la survie 
des neurones chez des patients atteints de maladie neurodegenerative oculaire, 
comprenant I'administration a un sujet d'un compose tel que defini ci-avant. 

Un autre objet de I'invention reside dans I' utilisation d'un compose tel que defini 
30 ci-avant pour inhiber ou reduire I'excitotoxicite neuronale lors des maladies 
neurodegeneratives oculaires, e'est-a-dire plus particulierement pour inhiber ou 
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reduire la mort neuronale par excitotoxicite lors des maladies 
neurodegeneratives oculaires. 

Un autre aspect de I'invention concerne I'utilisation d'au moins un compose 
5 inhibiteur de PDE4 appartenant a la famille des pyrazolopyridines, pour la 
preparation d'une composition pharmaceutique destinee a augmenter la survie 
neuronale chez les patients atteints de maladies neurodegeneratives oculaires. 

Dans le contexte de 1'invention, le terme « traitement » designe le traitement 
10 preventif, curatif, palliatif, ainsi que la prise en charge des patients (reduction de 
la souffrance, reduction du deficit fonctionnel, amelioration de la duree de vie, 
ralentissement de la progression de la maladie, amelioration de la survie des 
neurones, protection des neurones contre I'excitotoxicite ou I'apoptose, etc.)- Le 
traitement peut en outre etre realise en combinaison avec d'autres agents ou 
is traitements, notamment intervenant sur les evenements tardifs de la pathologie, 
tels que des inhibiteurs de caspases ou autres composes actifs. 

Le terme « compose inhibiteur de PDE4 » designe tout compose capable 
d'inhiber I'expression ou I'activite de la PDE4, notamment la PDE4B, c'est-a-dire 
20 en particulier tout compose inhibant la transcription du gene, la maturation des 
ARNs, la traduction de I'ARNm, la modification post-traductionnelle de la 
proteine, I'activite enzymatique de la proteine, son interaction avec un substrat, 
etc. II peut s'agir d'un compose inhibant la modification de TARN, notamment la 
deletion d'une partie de la region 3' non-codante. 

25 

Dans un mode de realisation particulier, le compose est un acide nucleique anti- 
sens, capable d'inhiber la transcription du gene de la PDE4B ou de AKAP1 ou 
de GABA(A)RAPL1 ou la traduction du messager correspondant L'acide 
nucleique anti-sens peut comprendre tout ou partie de la sequence du gene de 
30 la PDE4B ou de AKAP1 ou de GABA(A)RAPL1, d'un fragment de celle-ci, du 
messager de la PDE4B ou AKAP1 ou de GABA(A)RAPL1 , ou d'une sequence 
complementaire a celles-ci. L'antisens peut notamment comprendre une region 
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complementaire de la sequence comprise entre les residus 218-2383 de la 
sequence Genbank n° AF208023 ou 766-2460 de sequence Genbank n° 
NM_002600, et inhiber (ou reduire) sa traduction en proteine. L'antisens peut 
etre un ADN, un ARN, un ribozyme, etc. II peut etre simple-brin ou double-brin. II 
5 peut egalement s'agir d'un ARN code par un gene antisens. S'agissant d'un 
oligonucleotide antisens, il comprend typiquement moins de 100 bases, par 
exemple de I'ordre de 10 a 50 bases. Cet oligonucleotide peut etre modifie pour 
ameliorer sa stabilite, sa resistance aux nucleases, sa penetration cellulaire, etc. 

10 Selon un autre mode de realisation, le compose est un peptide, par exemple 
comprenant une region de la proteine PDE4 (notamment PDE4B) et capable 
d'antagoniser son activite. 

Selon un autre mode de realisation, le compose est un compose chimique, 
is d'origine naturelle ou synthetique, notamment une molecule organique ou 
inorganique, d'origine vegetale, bacterienne, virale, animale, eucaryote, 
synthetique ou semi-synthetique, capable de moduler I'expression ou Tactivite 
de la PDE4B, et/ou de lier le recepteur PBR et/ ou un recepteur au GABA de 
type GABA(A) 

20 

Dans une variante preferee, on utilise un compose de la famille des 
pyrazolopyridines, parmi lesquels figure notamment Tetazolate. Ceux-ci sont en 
effet capables de lier le PBR, les recepteurs GABA(A) et dlnhiber les PDE4. 

25 Les composes de la famille des pyrazolopyridines sont en particulier choisis 
parmi les composes suivants : 

- L'etazolate de formule suivante : 
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I'etazolate constituant un mode de mise en oeuvre prefere de I'invention, 

- Ester ethylique de I'acide 4-butylamino-1-ethyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4- 
fc]pyridine-5-carboxylique (tracazolate), 

- Ester ethylique de I'acide 4-butylamino-1-ethyl-1H-pyrazolo[3,4-6]pyridine-5- 
carboxylique, 

- 1 -(4-amino-pyrazolo[3,4-6]pyridin-1-yl)-p-D-l -deoxy-ribofuranose 

- Ester ethylique de I'acide 1-ethyl-4-(N'-isopropylidene-hydrazino)-1H- 
pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxylique (SQ 20009), 

- 4-amino-6-methyl-1-n-pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine 

- Ester ethylique de I'acide 4-Amino-1-ethyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridine- 
5-carboxylique (desbutyl tracacolate), 

- 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxamide, 

- Ester ethylique de I'acide 1-ethyl-6-methyl-4-methylamlno-1H-pyrazolo[3,4- 
/?]pyridine-5-carboxylique, 

- Ester ethylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-propyl-1H-pyrazolo[3,4- 
6]pyridine-5-carboxylique, 

- Ester ethylique de I'acide 1-ethyl-4-ethylamino-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4- 
ib]pyridine-5-carboxylique, 

- Ester ethylique de I'acide 4-amino-1-butyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-/>]pyridine- 
5-carboxylique, 

-5^4-amino-pyrazolo[3,4-6]pyridin-1-yl)-2-hydroxymethyl-tetrahydro-furan-3-ol, 

- ester allylique de I'acide 1-allyl-4-amino-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-6]pyridine-5- 
carboxylique, 

- acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-jb]pyridine-5-carboxylique, 



200407371 1A2_I_> 



WO 2004/073711 




PCT/FR2004/000366 



- ester ethylique de I'acide 4-amino-1-ethyl-3,6-dimethyMH-pyrazoio[3,4- 
jb]pyridine-5-carboxylique, 

- ester ethylique de I'acide 4-dimethylamino-1-ethyl-6-methyl-1H-pyra2olo[3,4- 
5 £>]pyridine-5-carboxylique f 

- ester ethylique de I'acide 1-ethyl-6-methyl-4-propylamino-1H-pyrazolo[3,4- 
6]pyridine-5-carboxylique, 

10 - ester ethylique de I'acide 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5- 
carboxylique, 

- ester ethylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-pent-4-ynyl-1H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

15 

- 4-amino-1 -but-3-enyl-1 f/-pyrazolo[3 f 4-d]pyridine-5-allylamide, 

- 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-Jb]pyridine-5-isopropylamide, 

20 - 4-amino-1 -pentyl-N-n-propyl-1 H-pyrazolo-[3,4-b]pyridine-5-carboxamide, 

- ester allylique de I'acide 4-amino-1-butyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-ib]pyridine- 
5-carboxylique, 

25 - ester ethylique de I'acide 4-amino-6-methyI-1 -pent-3-ynyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
jb]pyridine-5-carboxylique, 

- 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-6]pyridine-5-prop-2-ynylamide 

30 - ester allylique de I'acide 4-amino-1 -(3-methyl-butyl)-1 H-pyrazolo[3,4- 
jb]pyridine-5-carboxylique, 

- 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo<3,4-b>pyridine-5-N-(2-propenyl)carboxamide l 

35 - ester allylique de I'acide 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-ib]pyridine-5- 
carboxylique, 

- 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-butylamide, 

40 - ester allylique de I'acide 4-amino-1 -but-3-ynyl-6-methyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
jb]pyridine-5-carboxylique, 

- ester allylique de I'acide 4-amino-1-but-3-enyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4- 
jb]pyridine-5-carboxylique, 

45 

-4-amlno-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazoloP^-iblpyridine-S-allylamide, 
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- ester allylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-pentyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridine- 
5-carboxylique, 

- ester allylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-(3-methyl-butyl)-1H-pyrazolo[3,4- 
5 b]pyridine-5-carboxylique, 

- ester isobutylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
6]pyridine-5-carboxylique, 

10 - 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-butylamide, 

- ester allylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-(3-methyl-but-2-enyl)-1 A7- 
pyrazoloIS^-iblpyridlne-S-carboxylique, 

15 - 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolop^-^pyridine-S-cyclopropylamide, 

- ethyl 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolotS^-blpyridine-S-hydroxamate, 

- ester prop-2-ynylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
20 b]pyridine-5-carboxylique, 

- ester allylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pent-4-ynyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

25 - ester allylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pent-4-enyl-1 /-/-pyrazolo[3,4- 
6]pyridine-5-carboxylique, 

- 4-amino-1 -pent-3-ynyl-1 H-pyrazolo[3,4-5]pyridine-5-propylamide, 

30 - 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-5]pyridine-5-cyclopropylmethyl-amide, 

- ester 2-methyl-allylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

35 -4-Amino-1-pent-3-ynyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-allylamide(ICI 190,622), 

- 4-amino-1-pent-4-ynyl-N-2-propenyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5- 
carboxamide, 

40 - 4-amino-1 -pent-3-ynyl-1 H-pyrazolo[3,4-6]pyridine-5-prop-2-ynylamide, 

- 4-amino-1 -pentyl-1 tf-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-but-2-ynylamide, 

- ester allylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-pent-3-ynyl-1H-pyrazolo[3,4- 
45 ib]pyridine-5-carboxylique f 

- ester allylique de I'acide 4-amino-1-(2-cyclopropyl-ethyl)-6-methyl-1H- 
pyrazolo[3,4-ib]pyridine-5-carboxylique, 
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- ester allylique de I'acide 4-amino-1-hex-5-ynyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

5 - 4-amino-1 -pent-3-ynyl-1 H-pyrazolo[3,4-ib]pyridine-5-cyclopropylmethyl-amide, 

- ester but-3-enylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
/>]pyridine-5-carboxylique, 

10 - ester cyclopropylmethylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H- 
pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxylique, 

- 4-butylamino-1 -pentyl-1 H-pyrazolofS^-iblpyridine-S-allylamide, 

15 - ester 2-cyclopropyl-ethylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H- 
pyrazolo[3,4-6]pyridine-5-carboxylique, 

- ester cyclopropylmethylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-pent-3-ynyl-1H- 
pyrazolo[3,4-ib]pyridine-5-carboxylique, 

20 

- ester cyclopropylmethylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-pent-4-ynyl-1H- 
pyrazoIo[3,4-ib]pyridine-5-carboxylique, 

- ester ethylique de I'acide 4-amino-1-benzyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4- 
25 b]pyridine-5-carboxylique, 

- 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-6]pyridine-5-benzylamide, 

- 4-amino-i -pentyl-1 H-pyrazolo[3, 4-6]pyridine-5-phenylamide, 

30 

- ester benzylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
jb]pyridine-5-carboxylique, 

- 4-Azido-1 -p-D-ribofuranosylpyrazolo[3,4-b]pyridine, 

35 

- 1 -pent-3-ynyl-N-2-propenyl-4-propionamido-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5- 
carboxamide, 

- 2-(4-amino-pyrazolo[3,4-/>]pyridin-1 -yl)-5-hydroxymethyl-tetrahydro-furan-3,4- 
40 diol, 

- 2-(6-methyl-1 H-pyrazolo[3,4-/?]pyridin-4-ylamino)-ethanol, 

- 3-(6-methyl-1 H-pyrazolo[3,4-ib]pyridin-4-ylamino)-propan-1 -ol, 

45 

- ester propylique de I'acide S^e-methyl-IH-pyrazolotS^-blpyridin^-ylamino)- 
acetique, 
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15 



- ester ethylique de I'acide 2-(6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-4-ylamino)- 
propionique, 

- ester ethylique de I'acide 2-(6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-ib]pyridin-4-ylamino)-- 
pentanoique, 

- ester ethylique de I'acide 2-(6-methyl-1H--pyrazolo[3,4-6]pyridin--4-ylamino)- 
benzoique, 

- ester propylique de I'acide 3-(6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-6]pyridin-4-yIamino)- 
pentanoique, 

- N-benzylidene-A/XS-methyM -phenyl-1 H-pyrazoloP^-^Jpyridin^-ylJ-hydrazine, 

- A/'furan^-ylmethylene-Ar-CS-methyl-l -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-jb]pyridin-4-yl)- 
hydrazine, 

- A/-(4-f luoro-benzylidene)-Ar-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3 f 4-/?]pyridin-4-yI)- 
hydrazine, 

- A/-(3-furan-2-yl-allylidene)-A/ , -(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-4- 
yl)-hydrazine, 

- A/-(4-methoxy-benzylidene)-AT-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-/?]pyridin-4- 
yl)-hydrazine, 

- 4-[(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-jb]pyridin-4-yl)-hydrazonomethyl]- 
benzonitrile, 

- Af-benzo[1 ,3]dioxol-5-ylmethylene-Af-(3-methyl-1 -phenyl-1 f/-pyrazolo[3,4- 
jb]pyridin-4-yl)-hydrazine, 

- A/-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-/}]pyridin-4-yl)-A/ , -(4-nitro-benzylidene)- 
hydrazine, 

- A/-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolop^-^pyridin^-yO-AT^-nitro-benzylidene)- 
hydrazine, 

- A/-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-ib]pyridin-4-yl)-A/ , -(4-trifluoromethyl- 
benzylidene)-hydrazine, 

- A/-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3, 4-b]pyridin-4-yl)-A/ , -(5-nitro-furan-2- 
ylmethylene)-hydrazine, 

- A/-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-4-yl)-A/ , -(2-trifluoromethyl- 
benzylidene)-hydrazine, 
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- /V-(3-methyl-1-phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-6]pyridin-4-yl)-A/ , -(6-nitro- 
benzo[1,3]dioxol-5-ylmethylene)-hydrazine, 

- Acide 4-(3-chloro-4-methoxy-benzylamino)-1-ethyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine- 
5 5-carboxylique, 

- 4-(3-chloro-4-methoxy-benzylamino J-1 -ethyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5- 
(pyridin-4-ylmethyl)-amide, 

10 - 4-(3-chloro-4-methoxy-benzylamino)-1 -ethyl-1 H-pyrazolo[3,4-/>]pyridine-5- 
(tetrahydro-furan-2-ylmethyl)-amide, 

- 4-(3-chloro-4-methoxy-benzylamino)-1 -ethyl-1 /-/-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-(5- 
hydroxy-pentyl)-amide, 

15 

- 4-(3-chloro-4-methoxy-benzylamino)-1 -ethyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-[3- 
(2-oxo-pyrrolidin-1-yl)-propyl]-amide, 

- ester ethylique de I'acide 4-fert-butylamino-1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-1H- 
20 pyrazolo[3,4-ib]pyridine-5-carboxylique, 

- ester ethylique de I'acide 1-(2-chloro-2-phenyI-ethyl)-4-Gyclopropylamino-1H- 
pyrazolo[3,4-ib]pyridine-5-carboxylique, 

25 - ester ethylique de I'acide 1 -(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-4-propylamino-1 H- 
pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxylique, 

- ester ethylique de I'acide 1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-4-phenylarnino-1H- 
pyrazolo[3,4-fo]pyridine-5-carboxylique, 

30 

- ester ethylique de I'acide 4-butylamino-1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-1H- 
pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxylique, 

- ester ethylique de I'acide 1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-4-(2-ethoxy-ethylamino)- 
35 1 H-pyrazolo[3,4-jb]pyridine-5-carboxylique, 

- ester ethylique de I'acide 4-benzylamino-1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-1H- 
pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxylique, 

40 - ester ethylique de I'acide 1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-4-phenethylamino-1 H- 
pyrazolo[3,4~b]pyridine-5-carboxylique. 

L'invention revele que ces composes presentent I'interet inegale de pouvoir 
interferer avec trois evenements moleculaires impliques dans la regulation de la 
45 vie cellulaire. lis maintiennent d'une part la concentration d'AMPc intracellulaire 
a un niveau qui previent I'activation des cascades apoptotiques de mort 



BNSDOCID: <WO 200407371 1 A2_l_> 



WO 2004/073711 




PCT/FR2004/000366 



cellulaire, et d'autre part interferent avec I'execution proprement dite de 
Tapoptose en inhibant I'ouverture du pore de transition mitochondrial. De plus, 
ils sont capables de reguler I'activite des recepteurs GABA(A) et done de reguler 
I'activite electrophysiologique (polarisation) des neurones, permettant de les 
5 proteger contre rexcitotoxicite. 

Une autre propriete de ces composes est d'inhiber preferentiellement, parmi les 
phosphodiesterases, les phosphodiesterases AMPc dependantes, e'est-a-dire 
qui hydrolysent I'AMPc intracellular. Par consequent, ces composes 

10 n'affectent pas la concentration de GMPc. Augmenter la concentration est 
avantageux lorsqu'on veut maintenir la viabilite de neurones tels que les 
motoneurones. En revanche, les cellules de la retine, comme les batonnets, 
souffrent d'un exces de GMPc, I'augmentation de I'AMPc etant moins critique. 
Par consequent, les pyrazolopyridines sont particulierement adaptees au 

15 traitement des degenerescences de la retine, qui sont les caracteristiques de la 
retinite pigmentaire, de la degenerescence maculaire liee a Tage (DMLA), des 
consequences du glaucome et des retinopathies, notamment diabetiques. 

La presente invention propose done, pour la premiere fois, la PDE4, le PBR et 
20 les recepteurs GABA(A) comme cibles therapeutiques, de preference 
combinees, pour le traitement des evenements moleculaires associes a 
rexcitotoxicite, notamment dans les maladies neurodegeneratives oculaires. 
Selon des modes de mise en oeuvre particuliers, Tinvention peut etre utilisee 
pour inhiber ou reduire rexcitotoxicite neuronale en phase precoce de ces 
25 maladies. Elle est applicable notamment au traitement des consequences 
retiniennes du glaucome, incluant le glaucome a angle ouvert et le glaucome a 
angle ferme, de la degenerescence maculaire liee a Tage (DMLA), des 
retinopathies diabetiques et de la retinite pigmentaire. 

30 D'autres exemples de pathologies oculaires comprennent notamment les 
consequences retiniennes de I'hypertension oculaire, les maculopathies et les 
degenerescences retiniennes telles que la Degenerescence Maculaire liee a 
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TAge- (DMLA) dans ses formes exsudatives et norvexsudative (« seche »), la 
neovascularisation choroidienne, la retinopathie diabetique, la chorioretinopathie 
sereuse centrale, Poedeme maculaire cystoide, Poedeme maculaire diabetique, 
la degenerescence retinienne du myope ; les infections (syphilis, Maladie de 

5 Lyme, tuberculose, toxoplasmose) ; les maladies inflammatoires de I'oeil, telles 
que Pepitheliopathie multifocale placoide pigmentaire aigue, la maladie de 
Behcet, la retino-choroidopathie de Birdshot, les uveites (anterieures, 
posterieures, panuveites), la choroidite multifocale, le Multiple Evanescent White 
Dot Syndrome (MEWDS), la sarcoidose oculaire, la sclerite posterieure, la 

10 choroidite serpigineuse, la fibrose sous retininenne, le syndrome de Vogt- 
Koyanagi-Harada, la choroidopathie ponctuee, la neuroretinopathie maculaire 
aigue, les maladies vasculaires et exsudatives telles que la retinopathie 
diabetique, Pocclusion de Partere centrale de la retine et/ou de ses branches, 
Pocclusion de la veine centrale de la retine, les coagulations intra-vasculaires 

is disseminees, les modifications du fond d'oeil liees a I'hypertension arterielle, le 
syndrome ischemique oculaire, les micro anevrysmes arteriels retiniens , les 
traumatismes retiniens, les decollements de la retine, les trous maculaires, les 
tumeurs de la retines telles que Thypertrophie congenitale du RPE, les 
hemangiomas choroidaux, les osteomas chorioidaux, les metastases 

20 choroidales, le retinoblastoma, Phamartome, les tumeurs vasculoproliferatives 
du fond d'aeil, Tastrocytome retinien, les tumeurs lymphoides de la retine ; les 
maladies genetiques de la retine telles que la Retinite Pigmentaire, la dystrophie 
des cones et des batonnets, la maladie de Stagardt et le Fundus 
Flavimaculatus. 

25 

Un objet particulierement prefere selon Tinvention reside dans Tutilisation de 
I'etazolate pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee au 
traitement des maladies neurodegeneratives oculaires. 

30 Un objet particulierement prefere selon Pinvention reside dans Putilisation de 
I'etazolate pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee a 
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augmenter la survie neuronale chez les patients atteints de maladies 
neurodegeneratives oculaires. 

Un objet particulierement prefere selon I'invention reside dans I'utilisation de 
5 I'etazolate pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee a 
inhiber ou reduire I'excitotoxicite neuronale chez les patients atteints de 
maladies neurodegeneratives oculaires. 

La maladie neurodegenerative oculaire est preferentiellement une retinite 
10 pigmentaire, la degenerescence maculaire liee a Tage (DMLA), les 
consequences retiniennes du glaucome (c'est-a-dire notamment la 
degenerescence ou la mort des cellules nerveuses de la retine) ou une 
retinopathie. 

is Les composes peuvent etre formulas et administres de differentes fagons. 
L'administration peut etre realisee par toute methode connue de I'homme du 
metier, de preference par voie orale ou par injection, systemique, locale ou loco- 
regionale. L'injection est typiquement realisee par voie intra-oculaire, retro- 
oculaire, intra-peritoneale, intra-cerebro-ventriculaire, intra-raGhidienne, intra- 

20 veineuse, intra-arterielle, sous-cutanee ou intra-musculaire. L'administration par 
voie orale, systemique ou retro- ou intra-oculaire est preferee. Les doses 
administrees peuvent etre adaptees par Thomme de Tart. Typiquement, de 0,01 
mg a 100 mg / kg environ sont administres, pour des composes inhibiteurs de 
nature chimique. II est entendu que des administrations repetees peuvent etre 

25 realisees, eventuellement en combinaison avec d'autres agents actifs ou tout 
vehicule ou excipient acceptable sur le plan pharmaceutique (ex., tampons, 
solutions saline, isotonique, en presence d'agents stabilisants, etc.). 

Le vehicule ou excipient acceptable sur le plan pharmaceutique peut etre choisi 
30 parmi des solutes tampons, solvants, Hants, stabilisants, emulsifiants, etc. Des 
solutes tampons ou diluant sont notamment le phosphate de calcium, sulfate de 
calcium, lactose, cellulose, kaolin, mannitol, chlorure de sodium, amidon, sucre 
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en poudre et hydroxy propyl methyl cellulose (HPMC) (pour liberation retard). 
Des Hants sont par exemple Pamidon, la gelatine et des solutes de remplissage 
comme le sucrose, glucose, dextrose, lactose, etc. Des gommes naturelles ou 
synthetiques peuvent aussi etre utilisees, comme notamment Palginate, la 
5 carboxymethylcellulose, la methylcellulose, la polyvinyl pyrrolidone, etc. D'autres 
excipients sont par exemple la cellulose et du stearate de magnesium. Des 
agents stabilisants peuvent etre incorpores aux formulations, comme par 
exemple des polysaccharides (acacia, agar, acide alginique, gomme guar et 
tragacanth, la chitine ou ses derives et des ethers de cellulose. Des solvants ou 
10 solutes sont par exemple la solution Ringer, Peau, Peau distillee, des tampons 
phosphates, des solutions salines phosphatees, et autres fluides 
conventionnels. Des formulations de type collyre, gouttes, etc. peuvent 
egalement etre realisees. 

15 ^invention est utilisable chez les mammiferes, notamment chez Petre humain. 
Les resultats presentes dans les exemples illustrent Pefficacite de invention 
pour ameliorer la viabilite de neurones places en conditions d'excitotoxicite, 
notamment sur cultures de retines, et decrivent les resultats d'administrations 
chez Phomme. 

20 

Detection. Diagnostic et depistaqe 

Un autre objet de invention reside dans une methode de detection d'une 
situation d'excitotoxicite ou de stress neuronal chez un sujet, comprenant la 
25 mesure in vitro de Pexpression de AKAP1 , GABA(A)RAPL1 et/ou de la PDE4 
dans un echantillon provenant du sujet. La methode comprend 
avantageusement une mesure de Pexpression differentielle de la region 3' non- 
codante du gene PDE4B et du reste du gene, notamment de la partie codante. 

30 Un autre objet de Pinvention reside done dans une methode de detection d'une 
situation d'excitotoxicite ou de stress neuronal chez un sujet, comprenant la 
detection de la presence d'une forme mutee de PARN de AKAP1, 
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GABA(A)RAPL1 et/ou de la phosphodiesterase 4, notamment de la 
phosphodiesterase 4B, en particulier d'une forme deletee de tout ou partie de la 
region 3' non-codante, dans un echantillon provenant du sujet. 

5 Un autre objet de Tinvention reside dans I'utilisation d'un acide nucleique 
comprenant tout ou partie d'une sequence derivee du gene ou de TARN 
messager de AKAPL1 , GABA(A)RAPL1 ou de la PDE4B pour la mise en oeuvre 
d'une methode de diagnostic ou de detection d'une situation de stress neuronal 
et plus particulierement la situation d'excitotoxicite. 

10 

L'invention reside, generalement, dans I'utilisation d'un acide nucleique 
complementaire de tout ou partie du gene ou du messager de AKAP1, 
GABA(A)RAPL1 et/ou de la PDE4B, pour la detection d'evenements 
pathologiques de type excitotoxicite, stress ou mort neuronale, etc. Plus 
15 generalement, l'invention repose sur une methode de diagnostic depistage, 
caracterisation ou suivi d'une pathologie degenerative oculaire, comprenant la 
mise en evidence d'une alteration dans le gene PDE4 et/ou AKAP1, 
GABA(A)RAPL1 , ou dans TARN correspondant. 

20 L'expression de AKAP1, GABA(A)RAPL1 et/ou de la PDE4, ou le differential 
d'expression, ou la presence d'une forme alteree peuvent etre determines par 
des techniques conventionnelles de biologie moleculaire, comme par exemple 
par sequengage, hybridation, amplification, RT-PCR, migration sur gel, etc. 
L'invention est applicable au diagnostic ou la detection de differentes 

25 pathologies impliquant les phenomenes d'excitotoxicite, telles que les maladies 
neurodegeneratives oculaires (retinopathies, consequences retiniennes du 
glaucome, degenerescence maculaire liee a I'age, etc.). Elle peut etre utilisee 
pour la detection precoce, la mise en evidence d'une predisposition, le choix et 
I'adaptation d'un traitement, le suivi de revolution de la pathologie, etc. 

30 

Pour la mise en oeuvre des methodes genetiques de diagnostic ou de detection 
selon l'invention, on utilise plus particulierement des acides nucleiques capables 



BNSDOCID: <WO 200407371 1A2_I_> 



WO 2004/073711 




PCT/FR2004/000366 



de mettre en evidence une forme deletee de I'ARNm de AKAP1, de 
GABA(A)RAPL1 ou de la la PDE4B, notamment une forme depourvue de tout 
ou partie de la region 3' non codante de la PDE4B. A titre d'exemple specifique, 
on utilise un acide nucleique complementaire de tout ou partie de la region 
5 comprise entre les residus 2760 a 2869 de la sequence Genbank n° AF208023, 
ou des residus correspondants de la sequence du gene pu de TARNm de la 
PDE4B humaine. La sequence de PADNc codant la PDE4B humaine est 
disponible dans Genbank, n° NM_002600. La region 3' non-codante de I'ARN 
ou du gene PDE4B humain correspond aux residus 2461 a 4068 de la 
io sequence Genbank n° NMJ302600. 

Avantageusement, I'acide nucleique utilise (comme sonde) comprend tout ou 
partie de la sequence codant la region 3* non-codante du gene ou de TARN de 
la PDE4B comprise entre les nucleotides 2384 et 2869 de la sequence Genbank 
15 n° AF208023 ou entre les nucleotides 2461 et 4068 de la sequence Genbank n° 
NM_002600 ou une sequence complementaire de celles-ci. 

Selon des modes particuliers de mise en oeuvre, I'invention utilise un acide 
nucleique complementaire d'une region comprise dans una sequence suivante : 
20 - residus 2384 a 2869 de la sequence Genbank n° AF20S023 

- residus 2500 a 2869 de la sequence Genbank n° AF208023 

- residus 2760 a 2869 de la sequence Genbank n° AF208023 

- residus 2780 a 2850 de la sequence Genbank n° AF208023 

- residus 2790 a 2810 de la sequence Genbank n° AF208023 
25 - residus 2600 a 4040 de la sequence Genbank n° AF208023 

- residus 3000 a 4040 de la sequence Genbank n° AF208023 

- residus 3500 a 4040 de la sequence Genbank n° AF208023 

- residus 3900 a 4040 de la sequence Genbank n° AF208023. 

30 Selon un autre mode particulier, on utilise un acide nucleique complementaire 
de la sequence de la region de I'ARN de PDE4 resultant de la deletion de tout 
ou partie de la partie 3' non codante. L'elimination d'un domaine cree en effet de 
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nouvelles jonctions dans la sequence, qui sont specifiques de la forme deletee 
et peuvent etre utilisees pour mettre en evidence la presence d'une telle forme 
dans un echantillon. 

5 La complementarity entre la sonde et la sequence cible est, de preference, 
parfaite pour assurer une meilleure specificite d'hybridation. Toutefois, il est 
entendu que certains mesappariements peuvent etre toleres. L'acide nucleique 
utilise pour la mise en oeuvre des methodes ci-dessus peut etre un ADN ou un 
ARN, de preference un ADN d'origine synthetique. II comporte de preference de 

10 10 a 500 bases, typiquement de 10 a 100 bases. II est entendu qu'un acide 
nucleique plus long peut etre utilise, si desire, bien que cela ne soit pas prefere. 
L'acide nucleique est avantageusement un ADN simple brin, de 10 a 500 bases, 
complementaire d'une region au moins de la sequence 3-non codante de la 
PDE4B. L'acide nucleique peut etre marque, par exemple par voie radioactive, 

15 enzymatique, luminescente, fluorescente, chimique, etc. 

Une autre approche pour detecter la presence d'une alteration du gene AKAP1 , 
GABA(A)RAPL1 ou PDE4 utilise une amorce ou un couple d'amorces 
nucleiques permettant une amplification selective d'une portion de TARN 

20 AKAP1, GABA(A)RAPL1 ou PDE4, de preference comprenant une portion de la 
region 3' non codante de PDE4 ou codante de AKAP1 , GABA(A)RAPL1 . On 
utilise typiquement une amorce permettant ('amplification selective de la forme 
alteree de I'ARN de AKAP1, GABA(A)RAPL1 ou de PDE4, notamment d'une 
amorce specifique de la jonction creee par ('elimination d'une partie de I'ARN 

25 par epissage. 

A cet egard, un objet de I'invention reside dans une amorce complementaire 
d'une partie de I'ARN de AKAP1 , et permettant ('amplification d'une partie de cet 
ARN. L'amorce comporte avantageusement de 8 a 20 bases. Elle est 
30 preferentiellement composee d'un fragment de 8 a 20 residus consecutifs de la 
sequence donnee dans Genbank sous le n° NM 009648, plus preferentiellement 
d'une partie au moins de la region couverte par les nucleotides 1794 a 2322 de 
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cette sequence. Cette region recouvre notamment un domaine « RNA binding » 
de la famille KH. Un autre objet de invention reside dans un couple d'amorce 
permettant ['amplification specifique d'une partie au moins de TARN de AKAP1 , 
le dit couple comprenant au moins une amorce telle que definie ci-dessus. 

5 

A cet egard, un objet de I'invention reside dans une amorce complementaire 
d'une partie de TARN de GABA(A)PL1, et permettant I'amplification d'une partie 
de cet ARN. L'amorce comporte avantageusement de 8 a 20 bases. Elle est 
preferentiellement composee d'un fragment de 8 a 20 residus consecutifs de la 
10 sequence donnee dans Genbank sous le n° BC 024706, plus preferentiellement 
d'une partie au moins de la region couverte par les nucleotides 999 a 1400 de 
cette sequence. Cette region correspond a la sequence 3'UTR de TARN, 
impliquee dans sa stabiiite et sa traductibilite. 

Pour la mise en ceuvre des methodes selon I'invention, on met en contact in 
15 vitro un echantillon biologique d'un sujet, contenant un acide nucleique, avec un 
acide nucleique (sonde, amorce, etc.) tel que defini ci-dessus, et on detecte la 
formation d'un hybride ou d'un produit d'amplification. L'echantillon biologique 
peut etre un echantillon de sang, de fluide, de cellule, de tissu, etc. L'acide 
nucleique peut etre immobilise sur un support, de type verre, silice, nylon, etc. 

20 

Le precede de detection, depistage ou diagnostic peut etre mis en oeuvre a 
partir de differents types d'echantillons provenant d'un sujet, comme par 
exemple des biopsies de tissus, notamment de tissu nerveux. De maniere 
particulierement surprenante et avantageuse, la presente invention montre par 
25 ailleurs que la deregulation de I'expression de PDE4, correlee au phenomene 
d'excitotoxicite, peut etre mise en evidence directement dans le tissu 
musculaire. 

Un autre objet reside dans un kit pour I'analyse de I'expression de la PDE4, de 
30 AKAP1 et/ou de GABA(A)RAPL1 , le kit comprenant une sonde nucleotidique 
specifique d'une partie de la sequence de I'ARNm de la PDE4, de AKAP1 et/ou 
de GABA(A)RAPL1 . 
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Un autre objet reside dans un kit pour I'analyse de 1'expression de de AKAP1 
et/ou de GABA(A)RAPL1 ., notamment de I'expression de formes alterees de 
de AKAP1 et/ou de GABA(A)RAPL1 , !e kit comprenant un couple d'amorces 
5 nucleotidiques permettant ramplification specif ique d'une partie au moins d'une 
region de I'ARNm d'un isoforme specifique de AKAP1 et/ou de 
GABA(A)RAPL1 . 

Methodes de selection et outils 

10 

D'autres objets de Tinvention concernent des methodes de selection, 
identification ou caracterisation de composes actifs sur les pathologies 
associees a I'excitotoxicite, ou au stress neuronal, notamment sur les 
pathologies degeneratives oculaires, comprenant la mise en contact de 
is composes tests avec une cellule exprimant la PDE4B (notamment un variant 
depourvu de domaine 3' non-codant) AKAP1 et/ou GABA(A)RAPL1 , et la mise 
en evidence des composes inhibant I'expression ou I'activite de cette proteine. 

Les methodes peuvent etre mises en ceuvre avec differentes populations 
20 Gellulaires, telles que des cellules primaires ou des lignees de cellules d'origine 
mammifere (humaine, murine, etc.). On utilise avantageusement des cellules qui 
n'expriment pas naturellement la PDE4B , AKAP1 et/ou GABA(A)RAPL1 , 
transferees avec un acide nucleique codant le variant souhaite. De cette 
maniere, la selectivite de la methode est augmentee. On peut egalement utiliser 
25 des cellules eucaryotes inferieures (levure, etc.) ou des cellules procaryotes. 

Les methodes de criblage peuvent egalement etre realisees en systeme 
acellulaire, par mesure de la capacite de composes tests a Her la PDE4B, de 
AKAP1 et/ou de GABA(A)RAPL1 ou un variant ou fragment de celles-ci. 

30 

Un autre objet de invention concerne tout acide nucleique codant un 
polypeptide tel que defini ci-dessus, les vecteurs le contenant, cellules 
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recombinantes, et utilisations. Les vecteurs peuvent etre des plasmides, 
phages, cosmides, virus, chromosomes artificiels, etc. Des vecteurs preferes 
sont par exemple des vecteurs plasmidiques, comme ceux derives de plasmides 
commerciaux (pUC, pcDNA, pBR, etc.). De tels vecteurs comportent 

5 avantageusement un gene de selection et/ou une origine de replication et/ou un 
promoteur transcriptionnel. D'autres vecteurs particuliers sont par exemples des 
virus ou des phages, notamment des virus recombinants defectifs pour la 
replication, tels que des virus derives de retrovirus, adenovirus, AAV, herpes- 
virus, baculovirus, etc. Les vecteurs peuvent etre utilises dans tout hote 

10 competent, comme par exemple des cellules prokaryotes ou eukaryotes. II peut 
s'agit de bacteries (par exemple E. coli), levures (par exemple Saccharomyces 
ou Kluyveromyces), cellules vegetales, cellules d'insectes, cellules de 
mammiferes, notamment humaines, etc. II peut s'agir de lignees, cellules 
primaires, cultures mixtes, etc. 

D'autres aspects et avantages de la presente invention apparattront a la lecture 
des exemples qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non 
limitatifs. 

20 Par extension, toutes les applications decrites pour AKAP1 et/ou 
GABA(A)RAPL1 peuvent etre mises en oeuvre pour le PBR et les recepteurs 
GABA(A). 

LEGENDE DES FIGURES 

25 

Figure 1: PCR semi-quantitative de PDE4B a partir d'echantillons de cerveau 
(1A) et de muscle (1B). 

Figure 2: Effet neuroprotecteur de I'etazolate sur la toxicite induite par 
NMDA/serine sur les cellules granulaires du cervelet 
30 Figure 3: Effet neuroprotecteur de I'etazolate sur la toxicite induite par le kainate 
sur les cellules granulaires du cervelet. 
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Figure 4: Effet neuroprotecteur de I'etazolate sur la toxicite induite par 
NMDA/serine sur les neurones corticaux. 

Figure 5: Effet neuroprotecteur de I'etazolate sur la toxicite induite par le kainate 
sur les neurones corticaux. 
5 Figure 6 : Effet neuroprotecteur de I'etazolate sur la toxicite induite par 
NMDA/serine sur les cellules de moelle epiniere ventrale 
Figure 7 : Effet neuroprotecteur de I'etazolate sur la retine. 

EXEMPLES 

10 

Exemple 1 : Identification de [a PDE4. de AKAP1 et/ou de GABAf A)RAPL1 
comme cibles moleculaires de I'excitotoxicite 

L'analyse qualitative differentielle a ete effectuee a partir d'ARN poly adenyles 
15 (poly A+) extraits d'echantillons de cerveaux d'animaux correspondant aux 
differents stades, sans isolement prealable des neurones afin de prendre en 
compte un maximum d'evenements d'epissages alternatifs lies au 
developpement de la pathologie. 

Les ARN poly A+ son! prepares selon des techniques connues de I'homme de 
20 metier. II peut s'agir en particulier d'un traitement au moyen d'agents 
chaotropiques tels que le thiocyanate de guanidium suivi d'une extraction des 
ARN totaux au moyen de solvants (phenol, chloroforme par exemple). De telles 
methodes sont bien connues de I'homme du metier (voir Maniatis et al., 
Chomczynsli et al., Anal. Biochem. 162 (1987) 156), et peuvent etre aisement 
25 pratiquees en utilisant des kits disponibles dans le commerce. A partir de ces 
ARN totaux, les ARN poly A+ sont prepares selon des methodes classiques 
connues de I'homme de metier et proposees par des kits commerciaux. 
Ces ARN poly A+ servent de matrice a des reactions de transcription inverse a 
I'aide de reverse transcriptase. Avantageusement sont utilisees des reverse 
transcriptases depourvues d/activite RNase H qui permettent d'obtenir des 
premiers brins d'ADN complementaire de tailles superieures a ceux obtenus 
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avec des reverse transcriptases classiques. De telles preparations de reverse 
transcriptases sans activite RNase H sont disponibles commercialement. 
Pour chaque point de la cinetique de developpement de la pathologie (30 jours, 
60 jours et 90 jours) les ARN poly A+ ainsi que les ADNc simple brins sont 
5 prepares a partir des animaux transgeniques (T) et des animaux controles 
syngeniques (C). 

Conformement a la technique DATAS, pour chaque point de la cinetique sont 
realisees des hybridations d'ARNm (C) avec des ADNc (T) et des hybridations 
reciproques d'ARNm (T) avec des ADNc (C). 
10 Ces heteroduplex ARNm/ADNc sont ensuite purifies selon les protocoles de la 
technique DATAS. 

Les sequences d'ARN non appariees avec un ADN complementaire sont 
liberees de ces heteroduplex sous Taction de la RNase H, cette enzyme 
degradant les sequences d'ARN appariees. Ces sequences non appariees 

is represented les differences qualitatives qui existent entre des ARN par ailleurs 
homologues entre eux. Ces differences qualitatives peuvent etre localisees 
n'importe ou sur la sequence des ARN, aussi bien en 5\ 3' ou a I'interieur de la 
sequence et notamment dans la sequence codante. Selon leur localisation, ces 
sequences peuvent etre non seulement des modifications d'epissage mais 

20 egalement des consequences de translocations ou de deletions. 

Les sequences d'ARN representant les differences qualitatives sont ensuite 
donees selon les techniques connues de I'homme de metier et notamment 
celles decrites dans le brevet de la technique DATAS. 

Ces sequences sont regroupees au sein de banques de cDNA qui constituent 
25 des banques qualitatives differentielles. Une de ces banques contient les exons 
et les introns specifiques de la situation saine ; les autres banques contiennent 
les evenements d'epissage caracteristiques des conditions pathologiques. 
L'expression differentielle des clones a ete verifiee par hybridation avec des 
sondes obtenues par reverse-transcription a partir d'ARN messagers extraits 
30 des differentes situations etudiees. Les clones hybridant de fagon differentielle 
ont ete retenus pour analyse ulterieure. Les sequences identifies par DATAS 
correspondent a des introns et/ou a des exons exprimees de fagon differentielle 
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par epissage entre les situations pathologiques et la situation saine. Ces 
evenements d'epissage peuvent etre specifiques d'une etape donnee du 
developpement de la pathologie ou caracteristiques de I'etat sain. 

5 La comparaison de ces sequences avec les banques de donnees permet de 
classifier les informations obtenues et de proposer une selection raisonnee des 
sequences selon leur interet diagnostique ou therapeutique. 

La realisation de DATAS sur des ARN d'animaux controles et transgeniques 
10 ages de 60 jours a permis d'isoler un fragment d'ADNc derive de I'ARNm de la 
phosphodiesterase 4B. Ce fragment correspond a un fragment d'exon 
specifiquement present dans les animaux controles et done specifiquement 
delete dans les animaux transgeniques pour SOD1G93A au stade 60 jours. Ce 
fragment recouvre les nucleotides 377 a 486 references a partir du codon stop 
15 de la PDE4B de souris (sequence accessible dans GenBank, n°AF208023). 
Cette sequence comprend 2912 bases, le fragment delete correspondant aux 
bases 2760 a 2869. Cette region est non codante et est exprimee 
differentiellement entre les animaux controles et les animaux transgeniques, du 
fait de I'utilisation alternative d'un exon 3' non codant ou du fait de I'utilisation de 
20 deux sites de polyadenylation alternatifs. 

La realisation de DATAS sur des ARN d'animaux controles et transgeniques 
ages de 60 jours a egalement permis d'isoler un fragment d'ADNc derive de 
I'ARNm de AKAP1. Ce fragment correspond a un fragment d'exon 

25 specifiquement present dans les animaux controles et done specifiquement 
delete dans les animaux transgeniques pour SOD1 G93A au stade 60 jours. Ce 
fragment est homologue aux nucleotides 1794 a 2322 de la sequence 
referencee dans GenBank sous le n°NM_009648 . Cette region est codante et 
est exprimee differentiellement entre les animaux controles et les animaux 

30 transgeniques, du fait d'un epissage alternatif. 
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La realisation de DATAS sur des ARN d'animaux controles et transgeniques 
ages de 60 jours a egalement permis d'isoler un fragment d'ADNc derive de 
I'ARNm de GABA(A)RAPL1. Ce fragment correspond a un fragment d'exon 
specifiquement present dans les animaux controles et done specifiquement 
5 delete dans les animaux transgeniques pour SOD1 G93A au stade 60 jours. Ce 
fragment est homologue aux nucleotides 1055 a 1461 de la sequence 
referencee dans GenBank sous le n°BC024706 . Cette region est derive de la 
region 3' non-codante et est exprimee differentiellement entre les animaux 
controles et les animaux transgeniques. 

10 

Exemple 2 : Experiences de RT-PCR : Confirmation de rexpression 
differentielle : 

is L'expression differentielle de la PDE4B dans une situation de stress neuronal, 
par rapport a une situation de reference, a ete verifiee par des experiences de 
RT PGR presentees sur la figure 1 . 

Ces experiences ont ete realisees selon des techniques bien connues de 
Thomme de metier et ont permis de suivre les expressions de deux regions 
20 distinctes de I'ARNm de la PDE4B. Une de ces regions recouvre le eodon 
d'initiation de cet ARNm (PDE4B 5'), I'autre recouvre en partie le fragment 
identifie selon la technique DATAS (PDE4B DATAS). Les localisations des 
amorces de PCR utilisees sont indiquees sur la figure 1 . 

L'ARN PO correspond a un ARN ribosomal utilise comme controle interne 
25 destine a verifier que la meme quantite d'ARN est utilisee pour chaque point 
experimental. Les analyses ont ete realisees a partir d'ARN extraits d'animaux 
controles (C) et transgeniques (T) ages de 30, 60 et 90 jours, e'est a dire avant 
I'apparition des symptdmes pathologiques. 

Les ARN totaux du cerveau des souris controle ou SOD1 G93A agees 30, 60 et 
30 90 jours sont transcrits en ADNc utilisant le protocole standard de Superscript™ 
(Invitrogen). Pour les PCR semi-quantitatives les produits de la reaction de 
reverse transcription sont dilues 10 fois. Les amorces specifiques du fragment 
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DATAS correspondent pour le sens aux nucleotides 2526-2545 (5' GCC AGG 
CCG TGA AGC AAA TA 3' ; SEQ ID NO : 1 ), et pour I'anti-sens aux 2790-2807 
(5' TCA AAG ACG CGA AAA CAT 3'; SEQ ID NO : 2) et pour le fragment plus 
en 3 prime les amorces correspondent pour le sens aux nucleotides 145-165 (5' 
CCG CGT CAG TGC CTT TGC TAT 3'; SEQ ID NO : 3), et pour I'anti-sens aux 
426-404 (5* CGC TGT CGG ATG CTT TTA TTC AC 3'; SEQ ID NQ : 4). Comme 
gene de reference le gene P0 est utilise et amplifie par les amorces, sens : 5' 
TCG CTT TCT GGA GGG TGT C 3' (SEQ ID NO : 5) et anti-sens : CCG CAG 
GGG CAG CAG TGG 3' (SEQ ID NO :6). 
[.'amplification est effectuee par 30 cycles de PCR suivants : 

- 30 secondes a 94°C 

- une minute a 57°C 

- 30 secondes a 72°C, suivi par un cycle de 2 minutes a 72°C 
Les differents produits de PCR sont mis sur un gel d'agarose de 1.5 %. 
L'experience est repetee trpis fois avec deux reactions de reverse transcription 
differentes. 

La figure 1 presente les resultats obtenus a partir d'ARN extraits des cerveaux 
ou des muscles des animaux. 
20 Alors que la meme quantite d'ADNc est amplifiee a partir de I'ARN de PO dans 
tous les echantillons, de variations sont observees pour I'ARNm de la PDE4B : 
les variations les plus significatives sont detectees chez les animaux ages de 90 
jours : alors qu'une augmentation du niveau d'expression du fragment PDE4 5' 
est observee dans le cerveau des animaux transgeniques, une tres forte 
25 diminution de I'expression de PDE4B (DATAS) est observee dans le cerveau 
des animaux transgeniques. 

Ce resultat etablit une correlation entre la diminution de I'expression d'un 
fragment 3' non codant de I'ARNm de la PDE4B et I'augmentation de 
I'expression de la partie 5' codante de ce meme messager: Ce resultat est tout a 
30 fait compatible avec la presence de sequences de destabilisation des ARNm 
dans la sequence identifiee par DATAS et demontre la correlation entre 
I'expression de PDE4B et le phenomene d'excitotoxicite. 



10 
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Exemple 3 : Inhibition de I'excitotoxicite par des liqands de PBR 
inhibiteurs de PDE4 

5 Pour cet exemple, des neurones granulaires du cervelet, des neurones 
corticaux ainsi que des cellules de moelle epiniere ventrale de rat ont ete mis 
en culture selon les techniques connues de Thomme de metier. 

Culture orimaire des cellules granulaires de cervelet : 

10 Les rats Wistar ages de sept jours sont decapites et leurs cervelets sont 
disseques. Apres avoir enleve les meninges, le tissu est coupe en petits 
morceaux et trypsinise pendant 15 minutes a 37°C. Les cellules sont dissociees 
par trituration et mises en cultures a une densite 300.000 cellules par cm 2 dans 
du milieu basal Eagle supplements avec 10% du serum de veau foetal et 2 mM 

is glutamine. Le lendemain 10 pM ARA-C, un anti-mitotique, est ajoute pour 
empecher la proliferation des cellules gliales. Les cellules sont traitees le jour 9 
de cultures avec le compose inhibiteur etazolate, trois heures avant Taddition 
des toxiques, 50 pM kainate ou 100 pM N-methyl-D-aspartate en presence de 
10 pM D-serine. Le 8-bromo-cAMP est ajoute juste avant les toxiques. Tous les 

20 traitements sont effectues au minimum en double et dans au moins deux 
cultures differentes. Apres une incubation de six heures la toxicite est mesuree 
par un test MTT. Les resultats, normalises a la moyenne du non-traite, sont 
statistiquement analyses par le test de Wilcoxon. La valeur significative est 
determinee a p inferieur ou egal a 0.05. 

25 

Cultures primaires des cellules corticales : 

Des embryons de rat Wistar, ages de 16 jours, sont preleves et les cortex sont 
disseques. Apres la trypsination a 37°C pendant 25 minutes, les cellules sont 
dissociees par trituration. Les cellules sont ensemencees dans du milieu 
30 essentiel minimum, supplements avec 10% de serum de cheval et 10% de 
serum de veau foetal et 2 mM glutamine, a une densite de 300.000 cellules par 
cm 2 . Apres 4 jours en culture la moitie du milieu est changee avec du milieu 
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essentiel minimum supplements avec 5% de serum de cheval et 2 mM 
glutamine. Le meme jour, 10 pM de 5-fluoro-2-deoxyuridine, un anti-mitotique, 
est ajoute. Apres sept et onze jours de culture, la moitie du milieu est changee 
par du milieu conditionne. Le milieu conditionne est compose de MEM 
5 contenant 5 % de serum de cheval et 2 mM glutamine ; ce milieu est passe sur 
un tapis d'astrocytes corticales pendant une nuit avant son utilisation. A jour 14, 
les cellules sont traitees avec le compose inhibiteur etazolate, une heure avant 
I'addition des toxiques, 50 pM kainate ou 20 pM N-methyl-D-aspartate en 
presence de 10 pM D-serine. Tous les traitements sont effectues au minimum 
10 en double et dans au moins deux cultures differentes. Apres une incubation de 
six heures la toxicite est mesuree par un test MTT. Les resultats, normalises a la 
moyenne du non-traite, sont statistiquement analyses par le test de Wilcoxon. 
La valeur significative est determinee a p inferieur ou egal a 0.05. 

15 Cultures primaires de cellules de moelle epiniere ventrale 

Les cellules sont isolees a partir d'embryons de rat Wistar ages de 14 jours. A 
leur arrivee, les rates gestantes sont sacrifices par du dioxyde de carbone. 
Le chapelet d'embryons est preleve et mis dans une boTte contenant du PBS. 
La moelle epiniere de chaque embryon est dissequee et la corde ventrale est 

20 separee des cordes dorsales. Les cordes ventrales sont ensuite trypsinisees a 
37°C pendant 20 min. L'effet de la trypsine est arrete par I'addition d'un milieu 
compose de milieu Leibovitz 15, 20% de serum de cheval, supplement N2 (1X), 
20% de glucose (3.2mg/ml), 7.5% de bicarbonate (1.8mg/ml) et de L-glutamine 
(2mM). Les cellules sont dissociees par trituration. Les amas tissulaires sont 

25 enleves et les cellules dissociees sont ensuite quantifies par coloration au bleu 
de trypan. Les cellules ensemencees a une densite de 250 000 cellules/cm 2 
dans un milieu compose de milieu neurobasal, de serum de cheval (2%), de 
supplement B27 (1X), et de glutamine (2mM). Apres 3 jours de culture in vitro, 
un agent anti-mitotique, TARA-C (5pM), est ajoute aux cellules afin d'inhiber la 

30 production de cellules gliales. Les cellules sont mises en culture a 37°C dans un 
incubateur humidifie (5% C02) pour 9 jours. Apres 9 jours de culture, les 
cellules sont traitees avec le compose inhibiteur : I'etazolate, 3 heures et 1 
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heure respectivement avant I'ajout de toxiques : 50pM kainate ou 100pM N- 
methyl-D-aspartate (NMDA) en presence de 10|jM D-serine. Tous les 
traitements sont effectues au minimum en double et dans au moins deux 
cultures differentes. Apres 3 heures d'incubation avec NMDA/D-serine comme 
5 toxique et 1 heure d'incubation avec kainate, la toxicite est revelee par test MTT. 
Les resultats sont normalises a la moyenne des contrples non traites et 
analyses statistiquement par un test de Wilcoxon avec p inferieure a 0.05. 

MTT: 

10 La toxicite est mesuree en utilisant le test MTT. Apres I'incubation avec les 
composes, du MTT est ajoute a une concentration finale de 0.5 mg/ml par puits. 
Les plaques sont ensuite incubees pendant 30 minutes a 37 °C dans le noir. Le 
milieu est aspire et les cristaux sont resuspendus dans 500 pi de DMSO 
(dimethylsulfoxyde). L'absorbance a 550 nm est lue et le pourcentage de 

15 viabilite est calcule. 

Resultats : 

Les resultats obtenus sont presentes sur les figures 2-6. Ces resultats illustrent 
20 I'effet protecteur des composes de invention sur la survie neuronals. Lors du 
co-traitement des neurones par un inhibiteur de I'invention, un effet protecteur 
dose-dependent est observe dans les deux modes d'induction de I'excitotoxicite 
(NMDA/Serine et kainate). 

25 Les figures 2 et 3 presentent des resultats obtenus a Taide de I'etazolate sur les 
cellules granulaires du cervelet. Les resultats presentes montrent que I'etazolate 
permet d'atteindre sur ces cellules un effet protecteur de 60% dans le cas du 
traitement NMDA/Ser, et de 57% dans le cas de la toxicite induite par le kainate. 

30 Les figures 4 et 5 presentent des resultats obtenus a I'aide de I'etazolate sur les 
neurones corticaux. Les resultats presentes montrent que I'etazolate permet 
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d'atteindre sur ces cellules un effet protecteur de 33% dans le cas du traitement 
NMDA/Ser, et de 25% dans le cas de la toxicite induite par le kainate. 

La figure 6 presente les resultats obtenus avec I'etazolate sur les cellules de 
5 moelle epiniere ventrale. Ces resultats montrent que I'etazolate permet 
d'atteindre sur ces cellules un effet protecteur de 36% dans le cas du traitement 
NMDA/Ser. 

La presente invention documente done non seulement rimplication de la 
10 PDE4B, de PBR et des recepteurs GABA(A) dans les mecanismes 
d'excitotoxicite, mais egalement la capacite d'inhibiteurs et de ligands a 
preserver la viabilite neuronale lors de stress lies a I'excitotoxicite. 

Exemple 4 : Experiences in vitro utilisant la culture de retine 

15 

Get exemple decrit les effets d'un inhibiteur de PDE4 sur la retine de souris rd1, 
souris caracterisee par la perte de cellules visuelles des les deux premieres 
semaines apres la naissance. 

20 Pour chaque concentration d'etazolate (0,02 yM, 0,2 pM, 2 \iM et 20 jjM), six 
explants de retine de souris rd1 sont mis en culture pendant 21 jours. La culture 
commence au jour postnatal 7 et s'effectue dans un milieu en absence de 
serum foetal bovin mais contenant Tetazolate a la concentration donnee. Six 
explants de retine des memes animaux sont utilises comme controles des 

25 explants traites. Dans ce cas, les explants sont cultives dans du milieu de 
culture seul ou dans du milieu de culture contenant la solution dans laquelle 
Tetazolate est diluee. Le milieu de culture des deux conditions (controle et 
traitement) est change tous les deux jours. Apres 21 jours de culture, les 
explants sont fixes, sectionnes et marques pour un examen histopathologique. 

30 



BNSDOCID: <WO 200407371 1A2 I > 



WO 2004/073711 




PCT7FR2004/000366 



36 



Les explants de souris rd1 non traites Qour postnatal 28) ont perdu la majorite 
de leurs photorecepteurs en culture, et la presence d'une augmentation des 
photorecepteurs est alors detectee en comptant les photorecepteurs restants. 

5 Resultats 

Les resultats obtenus avec 2pM d'etazolate montrent que les photorecepteurs 
des souris rd traites avec I'etazolate sont beaucoup mieux preserves que les 
photorecepteurs des souris rd-rd, non traitees. Comme le montre la figure 7, les 
souris rd-rd non traitees presentent les caracteristiques suivantes : un nombre 

10 eleve de cellules picnotiques et une reduction du nombre de noyau des 
photorecepteurs. En revanche, dans les explants traites avec I'etazolate, la 
couche des photorecepteurs est beaucoup mieux preservee et ressemble a 
celle observee sur les souris non transgeniques. Ces explants sont aussi 
caracterises par une forte reduction du nombre de cellules picnotiques en 

is comparaison avec les explants de souris rd-rd non traitees. 

Exemple 5 : Effet de I'etazolate sur le PBR. 

Pour demontrer cat effet, nous realisons des experiences sur des cellules HeLa, 
20 cellules decrites comme exprimant le PBR. Le PBR se trouve au contact entre la 

membrane interne et externe de la mitochondrie. II fait parti du complexe de 

pore de transition, qui participe a la regulation du flux de la mitochondrie par 

ouverture du pore mitochondrial. II existe des molecules ayant une forte affinite 

pour le PBR, notamment le Ro5-4864 et le PK1 1 195. 
25 En suivant la fluorescence de la rhodamine 1,2,3 specifique aux mitochondries, 

nous pouvons suivre I'effet de ligands specifiques du PBR ainsi que ceux de 

I'etazolate. 

Les resultats ont montre que I'etazolate induisait la meme perte de fluorescence 
que les ligands specifiques du PBR, Ro5-4864 et PK1 1 1 95. 
30 L'etazolate apparatt done comme un ligand du PBR qui protege les neurones 
contre la mort lors des phenomenes d'excitotoxicite. 
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Exemple 6 : Utilisation Clinique chez I'Homme 

Cet exemple decrit les conditions d'utilisation chez I'homme de I'etazolate pour 
le traitement de maladies neurodegeneratives. Cet exemple illustre le potentiel 
5 therapeutique de I'invention et ses conditions d'utilisation chez I'homme. 

Dans cette etude, des doses uniques eroissantes d'etazolate (0.5, 1, 2, 5, 10 et 
20 mg) ont ete administrees par voie orale sous forme de gelules dosees a 0.5 
et 5 mg a des groupes differents et sequentiels de huit sujets jeunes et sains, 

10 volontaires, de sexe masculin. Cette etude a ete realisee dans un seul centre, 
en double aveugle et deux des huits sujets ont regis un placebo. Les parametres 
evalues ont ete la tolerance clinique (apparition d'effets adverses, de signes 
cliniques, changement dans la pression arterielle ou la frequence cardiaque), 
electrocardiographique (enregistrement de I'ECG) et biologique (hematologie et 

15 biochimie sanguine, examen urinaire) pendant les 24h suivant 1'administration 
du produit. Un dosage plasmatique du produit a ete realise chez chaque sujet a 
differents temps avant et apres 1'administration du produit (0,25 - 0,50 - 1,00 - 
1,50 - 2,00 - 3,00 - 4,00 - 5,00 - 6,00 - 8,00 - 10,00 - 12,00 et 24,00 heures). 
Un dosage urinaire du produit a egalement ete realise a partir des urines 

20 collectees avant et apres 1'administration du produit (4, 4-8, 8-12 et 12-24 
heures). 

A Tissue de cette phase d'administration de doses eroissantes, un groupe 
supplemental de six sujets recoit a deux reprises une dose d'etazolate : a jeun 

25 et au cours d'un repas riche en graisse. L'objectif de cette seconde partie est de 
comparer revolution des taux sanguins du produit entre les deux conditions 
d'administration. Les parametres evalues sont la tolerance clinique (apparition 
d'effets adverses, de signes cliniques, changement dans la pression arterielle 
ou la frequence cardiaque), electrocardiographique (enregistrement de I'ECG) et 

30 biologique (hematologie et biochimie sanguine, examen urinaire) pendant les 
24h suivant 1'administration du produit. Un dosage plasmatique du produit est 
realise chez chaque sujet a differents temps avant et apres 1'administration du 
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produit (0,25 - 0,50 - 1,00 - 1,50 - 2,00 - 3,00 - 4,00 - 5,00 - 6,00 - 8,00 - 
1 0,00 - 1 2,00 et 24,00 heures). Un dosage urinaire du produit est egalement 
realise a partir des urines collectees avant et apres ('administration du produit 
(4, 4-8, 8-1 2 et 1 2-24 heures). 
5 Une gelule gastro-resistante est egalement developpee pour ce produit de fagon 
a pouvoir Tutiliser dans les etudes cliniques chez Thomme. 

Les resultats obtenus au cours de la premiere phase d'etude de doses 
croissantes ont montre que Tetazolate etait bien tolere et n'a pas entrame 
10 d'effets secondaires. De plus, les dosages plasmatiques ont confirme chez 
Thomme la bonne absorption du produit aux doses fortes. 

Uensemble de ces resultats demontre que des composes selon I'invention 
presentent des proprietes remarquables sur la survie des neurones, en 
15 particuliers retiniens, et peuvent etre administres a Thomme sans effets 
secondaires. Ces resultats permettent done le developpement de nouvelles 
approches therapeutiques efficaces des maladies neurodegeneratives oculaires 
chez Thomme. 
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REVENDICATIONS 



10 



15 



20 



25 



30 



1. Utilisation d'un compose inhibiteur de la PDE4 appartenant a la famille des 
pyrazolopyridines pour la preparation d'une composition pharmaceutique 
destinee a augmenter la survie neuronale chez les patients atteints de maladies 
neurodegeneratives oculaires. 

2. Utilisation selon la revendication 1, pour la preparation d'une composition 
pharmaceutique destinee a inhiber ou reduire la mort neuronale par 
excitotoxicite lors des maladies neurodegeneratives oculaires. 

3. Utilisation selon la revendication 1 , caracterisee en ce que le compose est en 
outre un ligand du recepteur peripherique aux benzodiazepines (PBR). 

4. Utilisation selon la revendication 1 ou 3, caracterisee en ce que le compose 
est en outre un ligand des recepteurs au GABA de type GABA(A). 

5. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que le compose est 
choisi parmi Tetazolate et le tracazolate, de preference I'etazolate. 

6. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que le compose est 
choisi parmi les composes suivants : 

Ester ethylique de I'acide 4-butylamino-1-ethyl-1H-pyrazolo[3,4-/>]pyridine-5- 
carboxylique 

1 -(4-amino-pyrazolo[3,4Hb]pyridin-1 -yl)-p-D-1 -deoxy-ribofuranose 

Ester ethylique de I'acide 1 -ethyl-4-(N-isopropylidene-hydrazino)-1 H- 
pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxylique (SQ 20009), 

4- amino-6-methyl-1 -n-pentyl-1 H-pyrazoIo[3,4-b]pyridine 

Ester ethylique de I'acide 4-Amino-1-ethyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridine- 

5- carboxylique (desbutyl tracacolate), 

4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxamide, 
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Ester ethylique de I'acide l-ethyl-e-methyl^-methylamino-IH-pyrazoloIS^- 
6]pyridine-5-carboxylique, 

5 Ester ethylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -propyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine- 
5-carboxylique, 

Ester ethylique de I'acide 1-ethyl-4-ethylamino-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

10 

Ester ethylique de I'acide 4-amino-1-butyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridine- 
5-carboxylique, 

5-(4-amino-pyrazolo[3,4-ib]pyridin-1^ 

15 

ester allylique de I'acide 1-allyM-amino-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-ib]pyridine-5- 
carboxylique, 

acide 4-amino-6-methyI-1 -pentyl-1 H-pyrazoIo[3,4-b]pyridine-5-carboxylique, 

20 

ester ethylique de I'acide 4-amino-1-ethyl-3,6-dimethyl-1H-pyrazolo[3 f 4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

ester ethylique de I'acide 4-dimethylamino-1-ethyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4- 
25 6]pyridine-5-carboxyIique, 

ester ethylique de I'acide 1-ethyl-6-methyl-4-propylamino-1H-pyrazo!o[3,4- 

6]pyridine-5-carboxyIique, 

30 ester ethylique de I'acide 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-ib]pyridine-5- 
carboxylique, 

ester ethylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-pent-4-ynyl-1H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

35 

4-amino-1 -but-3-enyl-1 H-pyrazolo[3 f 4-b]pyridine-5-allylamide, 

4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-isopropylamide, 

40 4-amino-1 -pentyl-N-n-propyl-1 H-pyrazolo-[3,4-b]pyridine-5-carboxamide f 

ester allylique de I'acide 4-amino-1-butyl-6-methyl-1/V-pyrazolo[3,4-d]pyridine-5- 
carboxylique, 

45 ester ethylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pent-3-ynyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
b] py rid i n e-5-carboxy I i q ue , 

4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-ib]pyridine-5-prop-2-ynylamide 



BNSDOCID: <W O 2 004073711 A2 I > 



WO 2004/073711 




PCT/FR2004/000366 



ester allylique de I'acide 4-amino-1-{3-methyl-butyl)-1H-pyrazolo[3,4-b]pyiidine- 
5-carboxylique, 

5 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo<3,4-b>pyridine-5-N-{2-propenyl)carboxamide l 

ester allylique de I'acide 4-amlno-1-penty!-1H-pyra2olo[3,4-ft]pyridine-5- 
carboxylique, 

10 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-/>]pyridine-5-butylamide, 

ester allylique de I'acide 4-amino-1 -but-3-ynyl-6-methyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
/>]pyridine-5-carboxylique, 

15 ester allylique de I'acide 4-amino-1 -but-3-enyl-6-methyM H-pyrazolo[3,4- 
jb]pyridine-5-carboxylique, 

4- amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolop^-^lpyridine-S-allylamide, 

20 ester allylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine- 

5- carboxylique, 

ester allylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-(3-methyl-butyl)-1H-pyrazolo[3 > 4- 
6]pyridine-5-carboxylique, 

25 

ester isobutylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
jb]pyridine-5-carboxylique, 

4-amino-6-methyl-1-pentyl-1H-pyrazolo[3,4-6]pyridine-5-butylarnide, 

30 

ester allylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-(3-methyl-but-2-enyl)-1H- 
pyrazolo[3,4-ib]pyridine-5-carboxylique, 

4-amino-1 -pentyl-1 f/-pyrazolo[3,4-ib]pyridine-5-cyclopropylamide, 

35 

ethyl 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-hydroxamate, 

ester prop-2-ynylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
jb]pyridine-5-carboxylique f 

40 

ester allylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pent-4-ynyl-1 H-pyrazblo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

ester allylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-pent-4-enyl-1H-pyrazolo[3,4- 
45 6]pyridine-5-carboxylique, 

4-amino-1 -pent-3-ynyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-propylamide, 
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4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-6]pyrid ine-5-cyclopropylmethyl-amide, 

ester 2-methyl-allylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 A7-pyrazolo[3,4- 
6]pyridine-5-carboxylique, 

5 

4-Amino-1-pent-3-ynyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-allylamide (IC1 190,622), 

4-amino-1-pent-4-ynyl-N-2-propenyl-1 H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5-carboxamide, 

10 4-amino-1 -pent-3-ynyl-1 H-pyrazolo[3,4-/?]pyridine-5-prop-2-ynylamide, 

4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-ib]pyridine-5-but-2-ynylamide, 

ester allylique de I'acide 4-amino-6-methyI-1-pent-3-ynyl-1H-pyrazolo[3,4- 
15 b]pyridine-5-carboxylique, 

ester allylique de I'acide 4-amino-1 -(2-cyclopropyl-ethyl)-6-methyl-1 H- 
pyrazolo[3,4-6]pyridine-5-carboxylique, 

20 ester allylique de I'acide 4-amino-1 -hex-5-ynyl-6-methyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
i>]pyrid ine-5-carboxy lique, 

4-amino-1-pent-3-ynyl-1 H-pyrazolo[3,4-d]pyridine-5-cyclopropylmethyl-amide, 

25 ester but-3-enylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

ester eyclopropylmethylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H- 
pyrazolo[3,4-b3pyridine-5-carboxylique, 

30 

4- butylamino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-6]pyridine-5-allylamide, 

ester 2-cyclopropyl-ethylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pentyl-1 H- 
pyrazolo[3,4-£>]pyridine-5-carboxylique, 

35 

ester eyclopropylmethylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1 -pent-3-ynyl-1 H- 
pyrazolo[3,4-£>]pyridine-5-carboxylique, 

ester eyclopropylmethylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-pent-4-ynyl-1H- 
40 pyrazolo[3,4-jb]pyridine-5-carboxylique, 

ester ethylique de I'acide 4-amino-1-benzyl-6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-jb]pyridine- 

5- carboxylique, 

45 4-amino-1 -pentyl-1 H-pyrazolo[3,4-/b]pyridine-5-benzylamide, 
4-amino-1-pentyl-1H-pyrazolo[3,4-6]pyridine-5-phenylamide, 
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ester benzylique de I'acide 4-amino-6-methyl-1-pentyl-1/+pyrazolo[3,4- 
b]pyridine-5-carboxylique, 

4-Azjdo-1-p-D-ribofuranosylpyrazolo[3,4-b]pyridine, 

1- pent-3-ynyl-N-2-propenyl-4-propionamido-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridine-5- 
carboxamide, 

2- (4-amino«pyrazolo[3,4-ft]pyridin-1-yl)-5-hydroxymethyI-tetrahydro 
diol, 

2- (6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-6]pyridin-4-ylamino)-ethanol f 

3- (6-methyl-1 fy-pyrazolo[3,4-ib]pyridin-4-ylamino)-propan-l -ol, 

ester propylique de Pacide 3-(6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-4-ylamino)- 
acetique, 

ester ethylique de Tacide 2-(6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-4-ylamino)- 
propionique, 

ester ethylique de I'acide 2-(6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-ib]pyridin-4-ylamino)- 
pentanoique, 

ester ethylique de I'acide 2-(6-methyl-1H-pyrazolo[3,4-6]pyridin-4-ylamino)- 
benzoique, 

ester propylique de I'acide 3-(6-meihyI-1H-pyrazolo[3,4-&3pyridin-4-yIamino)- 
pentanoYque, 

/V-benzylidene-A^(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-ib]pyridin-4-yl)-hydrazine f 

A/-furan-2-ylmethylene-A/ , -(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-ib]pyridin-4-yl)- 
hydrazine, 

A/-(4-fluoro-benzylidene)-A/ , -(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-6]pyridin-4-yl)- 
hydrazine, 

A/-(3-furan-2-yl-allylidene)-A/ , -(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-6]pyridin-4-yl)- 
hydrazine, 

A/^-methoxy-benzylideneJ-yV^S-methyM -phenyl-1 !H-pyrazolo[3,4-jb]pyridin-4- 
yl)-hydrazine, 

4- [(3-methyM-phenyl-1H-pyrazolo[3,4-ib]pyridin-4-yl)-hydrazonomethyl]- 
benzonitrile, 
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/V-benzo[1 .Sldioxol-S-ylmethylene-A/XS-methyM -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4- 
6]pyridin-4-yl)-hydrazine, 

/V-CS-methyl-l-phenyl-IH-pyrazolop^-^lpyridin^-ylJ-Ar^nitro-benzylidene)- 
hydrazine, 

A/-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-/)]pyridin-4-yl)-A/'-(2-nitro-benzylidene)- 
hydrazine, 

A/-(3-methyl-1-phenyl-1H-pyrazolo[3,4-b]pyridin-4-yl)-A/'-(4-trifIuoromethyl- 
benzylidene)-hydrazine, 

/V-(3-methyl-1-phenyl-1H-pyrazolo[3,4-6]pyridin-4-yl)-A/'-(5-nitro-furan-2- 
ylmethylene)-hydrazine, 

A^(3-methyl-1-phenyl-1H-pyrazolo[3,4-6]pyridin-4-yl)-A/'-(2-tiifluoromethyl- 
benzy!idene)-hydrazine, 

/V-(3-methyl-1 -phenyl-1 H-pyrazolo[3,4-jb]pyridin-4-yl)-A/'-(6-nitro- 
benzo[1 ,3]dioxol-5-ylmethylene)-hydrazine, 

Acide 4-(3-chloro-4-methoxy-benzylamino)-1 -ethyl-1 H-pyrazolo[3,4-Jb]pyridine-5- 
carboxylique, 

4-(3-chloro-4-methoxy-benzylamino)-1-ethyl-1H-pyrazolo[3 I 4-6]pyridine-5- 
(pyridin-4-ylmethyl)-amide, 

4-(3-chloro-4-methoxy-benzylamino)-1-ethyl-1H-pyrazolo[3,4-fe]pyridine-5- 
(tetrahydro-furan-2-ylmethyl)-amide, 

4-(3-chloro-4-methoxy-benzylamino)-1-ethyl-1H-pyrazolo[3,4-/?]pyridine-5-(5- 
hyd roxy-pentyl)-amide, 

4-(3-chloro-4-methoxy-benzylamino)-1-ethyl-1H-pyrazolo[3,4-Jb]pyridine-5-[3-(2- 
oxo-pyrrolidin-1-yl)-propyl]-arhide, 

ester ethylique de I'aclde 4-fe/t-butylamino-1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-1H- 
pyrazolo[3,4Hb]pyridine-5-carboxylique, 

ester ethylique de I'acide 1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-4-cyclopropylamino-1H- 
pyrazolo[3,4-/)]pyridine-5-carboxylique, 

ester ethylique de I'acide 1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-4-propylamino-1H- 
pyrazolo[3,4-jb]pyridine-5-carboxylique, 

ester ethylique de I'acide 1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-4-phenylamino-1H- 
pyrazolo[3,4-jb]pyridine-5-carboxylique, 
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20 



25 
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ester ethylique de I'acide 4-butylamino-1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-1H- 
pyrazolo[3,4-0]pyridine-5-carboxylique, 

ester ethylique de I'acide 1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-4-(2-ethoxy-ethylamino)- 
1 H-pyrazolo[3,4-£)]pyridine-5-carboxylique, 

ester ethylique de I'acide 4-benzylamino-1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-1H- 
pyrazolo[3,4-6]pyridine-5-carboxylique, et 

ester ethylique de I'acide 1-(2-chloro-2-phenyl-ethyl)-4-phenethylamino-1H- 
pyrazolo[3,4-o]pyridine-5-carboxylique. 

7. Utilisation selon la revendication 1 , caracterisee en ce que le compose est un 
acide nucleique anti-sens capable d'inhiber la transcription du gene de la 
PDE4B ou la traduction du messager correspondant. 

8. Utilisation selon I'une quelconque des revendications precedentes, pour la 
preparation d'une composition pharmaceutique destinee a augmenter la survie 
neuronale chez les patients atteints de degenerescences de la retine. 

9. Utilisation selon I'une quelconque des revendications precedentes, pour la 
preparation d'une composition pharmaceutique destinee a augmenter la survie 

neuronale chez les patients atteints de retinite pigmentaire, de degenerescence 
maculaire liee a I'age, des consequences retiniennes du glaucome ou d'une 
retinopathie. 

10. Utilisation de Petazolate pour la preparation d'une composition 
pharmaceutique destinee au traitement des maladies neurodegeneratives 
oculaires. 

11. Utilisation de I'etazolate pour la preparation d'une composition 
pharmaceutique destinee a augmenter la survie neuronale chez les patients 
atteints de maladies neurodegeneratives oculaires. 

12. Utilisation de I'etazolate pour la preparation d'une composition 
pharmaceutique destinee a inhiber ou reduire la mort neuronale par 
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excitotoxicite chez les patients atteints de maladies neurodegeneratives 
oculaires. 

13. Utilisation selon Tune des revendications 10 a 12, caracterisee en ce que la 
5 maladie neurodegenerative oculaire est la retinite pigmentaire. 

14. Utilisation selon Tune des revendications 10 a 12, caracterisee en ce que la 
maladie neurodegenerative oculaire est la degenerescence maculaire liee a 
Tage. 

10 

15. Utilisation selon Tune des revendications 10 a 12, caracterisee en ce que la 
maladie neurodegenerative oculaire est la consequence sur les neurones 
retiniens de la presence et de revolution d'un glaucome. 

15 16. Utilisation selon Tune des revendications 10 a 12, caracterisee en ce que la 
maladie neurodegenerative oculaire est une retinopathie. 

17. Utilisation selon Tune des revendications 10 a 16, caracterisee en ce que 

I'etazolate est administre sous forme orale. 

20 

18. Composition pharmaceutique comprenant un compose choisi parmi 
I'etazolate et le tracazolate, et un excipient acceptable sur le plan 
pharmaceutique et permettant une administration retro- et/ou intra-oculaire. 

25 19. Methode de detection d'une situation d'excitotoxicite ou de stress neuronal 
chez un sujet, comprenant la mesure in vitro de I'expression de AKAP1 et/ou de 
GABA(A)RAPL1 dans un echantillon provenant du sujet, ou la detection de la 
presence d'une forme mutee de TARN de AKAP1 et/ou de GABA(A)RAPL1 
dans ledit echantillon. 

30 

20. Methode de selection, identification ou caracterisation de composes actifs 
sur les pathologies associees a I'excitotoxicite, ou au stress neuronal, 
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notamment sur les pathologies neurodegeneratives oculaires, comprenant ia 
mise en contact de composes tests avec la PDE4B (notamment un variant 
depourvu de domaine 3' non-codant), AKAP1 et/ou GABA(A)RAPL1 , ou avec 
une cellule exprimant celle(s)-ci, et la mise en evidence des composes se liant a 
5 cette proteine ou inhibant Texpression ou I'activite de cette proteine. 
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Figure 6 
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SEQUENCE LISTING 



<110> EXONHIT THERAPEUTICS 

<120> Methodes et compositions pour le traitement de 
degeneratives ocul aires 

<130> B0189WO 

<150> FR 03 02021 

<151> 2003-02-19 

<160> 6 

<170> Patentin version 3.1 

<210> 1 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 

<220> 

<223> amorce 

<400> 1 

gccaggccgt gaagcaaata 

<210> 2 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> amorce 

<400> 2 

tcaaagacgc gaaaacat 

<210> 3 
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<211> 21 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> amorce 

<400> 3 

ccgcgtcagt gcctttgcta t 

<210> 4 

<211> 23 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> amorce 

<400> 4 

cgctgtcgga tgcttttatt cac 

<210> 5 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
<220> 

<223> amorce 

<400> 5 

tcgctttctg gagggtgtc 

<210> 6 

<211> 18 

<212> DNA 

<213> artificial sequence 
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21 



23 



19 



<220> 

<223> amorce 
<400> 6 

ccgcaggggc agcagtgg 



18 
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